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はじめに
　白紋羽病菌（Rosellinia necatrix Prillieax）は世界各地に広く
分布し，多くの草本・木本に病原性を示す多犯性の土壌伝染
性糸状菌である．白紋羽病による被害は，特にナシやリンゴ，
ブドウなどの果樹類で甚大で，これらの作物は利益を生み出
すまでに長時間を要するため，古くから生産者にとって経済
的にも精神的にも大きな負担となってきた（荒木 1967）．本
病が蔓延した圃場を回復させることは極めて困難なことか
ら，本病の防除では，病原菌に汚染された種苗や土壌を圃場
内に持ち込まないことが大切である．また，本病原菌が圃場
に侵入した場合でも早期に感染株を発見できれば，太陽熱や
熱湯を利用した物理的防除法，あるいは土壌くん蒸剤や合成
化学殺菌剤による化学的防除法によって病原菌密度を低下
させることが可能である（Eguchi et al. 2008; Freeman et al. 
1990）．そのために感染株をモニタリングし，蔓延を阻止す
るための対策を講じることが重要となる（Schena et al. 2002; 
Shishido et al. 2012）．
　白紋羽病菌は宿主植物の根表面に菌糸束を伸長させ，やが
て腐敗させる．一方，地上部の病徴はHelicobasidium mompa 
Tanakaによる紫紋羽病と類似しており，両者は根表面の菌糸
を直接確認するまで判別できない（中村 2009）．また，本菌
の検出法として有効な選択培地が開発されていないことか
ら，ナシ樹の株元に挿枝することによって釣菌し，その形態
観察によって感染樹を判別する「枝挿入法」が開発されてい
る（Eguchi et al. 2009）．しかし，この方法は熟練した菌の観
察技術が必須であり，さらに，Takemoto et al.（2009）によっ
て形態的に酷似する近縁の別種Rosellinia compactaが日本で発
見されたため，菌糸の形態観察だけではR. necatrixとR. com-
pactaの区別は困難である．したがって，本病の感染を診断
する際は，枝挿入法とR. necatrixに特異的なPCRプライマーを
組み合わせて行うことが望ましい．近年，このような分子生
物学的手法を利用した植物病原菌の同定・検出法が盛んに開
発されており，R. necatrixについてもリボゾームDNAのITS領
域にある特異的領域を増幅できるPCRプライマー対が開発さ
れ，本病の早期診断や病原菌の検出・定量に利用されている
（Schena et al. 2002; Shishido et al. 2012）．
　千葉大学環境健康フィールド科学センター内ナシ園でも
白紋羽病が発生している．そこで，枝挿入法とR. necatrixに
特異的なPCRプライマーを組み合わせて，園内の主要なナシ
株について本病の感染を調査し，園内における白紋羽病菌の
分布状況を明らかにした．合わせて，園内及び日本各地から
分離された白紋羽病菌並びにその近縁種であるR. aquila及び
R. compactaにおける遺伝的多型をUP-PCRにより調査した．
本資料では，これらの調査結果を簡潔に報告する．
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Abstract
　White root rot of Japanse pear caused by Rosellinia necatrix was investigated in two orchards of the Center for 
Environment, Health and Field Sciences, Chiba University. The bait twig method coupled with PCR primers spe-
ciﬁc to the fungus indicated at least 28.9％ of Japanese pear trees were infected with the pathogen. Because the de-
tection efﬁciency of the method is often less than 80 ％ , the disease was likey more prevalent than the detected 
samples in the orchards. Furthermore, Japanese pear trees that R. necatrix was detected had signiﬁcantly shorter 
new shoots than trees that the pathogen was undetected, showing negative impact of the disease infection on the 
growth of host plants. Genetic polymorhisms of R. necatrix isolated from the orchard and other areas of Japan, in 
addition to kin speceis: R. aquila and R. compacta, based on six UP-PCR primers exhibited no identical polymor-
phic patterns among these Rosellinia isolates. This result suggests that R. necatrix of the orchard is genetically dif-
ferent from isolates living in other areas of Japan.
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材料および方法
供試ナシ株および枝挿入法による釣菌
　千葉大学環境健康フィールド科学センター内ナシ園は，千
葉県柏市の北西部に位置（東経139度56分49秒，北緯35度55
分38秒）し，同センター内ナシ園（２圃場，約100m2）には
137株のナシ樹が栽培されている。このうち，圃場周辺部に
植栽された若木47株を除いた90株を対象に白紋羽病菌の感染
の有無を調査した．90株中，83株はヤマナシを台木とした樹
齢25年の「豊水」または「幸水」，残り７株は圃場周辺部近
く植えられている樹齢10年生の若木であった．
　2010年の冬季に剪定し，自然乾燥させたナシ剪定枝（直径
１～２cm，長さ約40cm）を2011年６月11日，供試ナシ株の
周辺（株元から10cm以内）に４本ずつ深さ約25cmまで挿入
した．６週間後，挿入枝を全て回収し，枝表面に生育してい
る菌糸を殺菌ナイフで削り取り（釣菌処理），４℃で保存した．
菌体DNA抽出とPCRによる白紋羽病菌の判別
　枝表面から採取した菌体をビーズビーター（Model3110BX 
和研薬）で粉砕し，溶解液（Tris-HCl ［pH8.0］，20 mM，
EDTA 5mM，NaCl 400mM，SDS 0.3％，Proteinase K 200μg/
mL）を加え，55℃で３時間保温し，菌体細胞壁を溶解させた．
その後×12,400 g で遠心分離し，上清をPCRの鋳型DNAとし
て用いた．この粗DNA抽出液中にはPCR阻害物質が存在する
可能性が高いため，それらの抑制作用を持つAmpdirect Plus（島
津製作所）をPCR反応液中に加えた．PCRプライマーには
Schena et al. （2002）よって開発された白紋羽病菌のITS領域に
特異的なR2（forward）およびR5（reverse）を用いた．PCR反
応液は，Ampdirect Plus 10 μL，Nova Taq（Merck）0.1 μL，10 
μM R2プライマー １ μL，10μM R5プライマー１μL，鋳型
DNA試料0.5μLに超純水を加え，全量を20μLとした．PCR条
件は，初期熱変性として95℃，５分を１サイクル後，熱変性
95℃を15秒とアニーリング60℃を30秒，伸長反応72℃を30秒
の３ステップを35サイクル行い，最後の伸長反応を７分間，
１サイクル行った．得られたPCR産物を2.5％アガロースゲル
で電気泳動し，目的のバンド（101bp）の有無を確認した．
株元への挿入枝４本のうち１本以上で白紋羽病菌が検出さ
れた場合には，当該の株は本病に感染していると判定した． 
ナシ園分離菌株の遺伝的多型分析
　日本各地から分離されたRosellinia necatrixとその近縁種で
あるR. aquilaとR. compactaの計14菌株（表１）を用い，univer-
sally primed-polymerase chain reaction （UP-PCR） による遺伝的多
型分析を行った．
　予め培養した各菌株のゲノムDNAをMagExtractorTM-Plant 
Genome（TOYOBO）を用いて抽出し，６種のUP-PCRプライ
マー：AS4，AS15inv，CA8G，GTG5，GCC5，GACA4（表２）
を用いて，それぞれ増幅反応を行った．PCR条件は，初期熱
変性として95℃，５分を１サイクル後，熱変性95℃を１分と
アニーリング55℃を30秒，伸長反応72℃を１分の３ステップ
を40サイクル行い，最後の伸長反応を５分間，１サイクル行っ
た．
表１　本研究に用いたRosellinia属菌株
レーン
番号x
種　名 菌株名 分離源宿主 採取年 採取地
MAFF
No.y
1 R. necatrix C121 Pyrus pyrifolia var. culta 2002 千葉市／千葉県 ―
2 R. necatrix C1111 Pyrus pyrifolia var. culta 2002 千葉市／千葉県 ―
3 R. necatrix Y11 Pyrus pyrifolia var. culta 2002 八千代市／千葉県 ―
4 R. necatrix Y20 Pyrus pyrifolia var. culta 2002 八千代市／千葉県 ―
5 R. necatrix K64z Pyrus pyrifolia var. culta 2007 柏市／千葉県 625120
6 R. necatrix A33-26 Pyrus pyrifolia var. culta 2006 つくば市／茨城県 625098
7 R. necatrix RnHaien 1 Pyrus pyrifolia var. culta 2003 伊万里市／佐賀県 625090
8 R. necatrix W233 Pyrus pyrifolia var. culta 1999 印西市／千葉県 625091
9 R. necatrix W645 Aucuba japonica 2000 仙台市／宮城県 328159
10 R. necatrix W536 不明 2000 上小阿仁村／秋田県 328181
11 R. aquila KnMn2-1 Acer palmatum 2007 南足柄市／神奈川県 625103
12 R. compacta W905 不明 2002 桜川市／茨城県 625100
13 R. compacta W584 不明 1999 桜川市／茨城県 328148
14 R. compacta W1080 不明 2008 京都市／京都府 ―
x 図３に示したアガロース電気泳動のレーン番号に対応する．
y（独）農業生物資源研究所・農業生物資源ジーンバンク番号
z 千葉大学環境健康フィールド科学センター内ナシ園分離菌株
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ナシ新梢長の調査
　白紋羽病菌がナシ樹の成長に及ぼす影響を調査するため
に，PCRによって病原菌が検出された25年生ナシ樹10株と検
出されなかった25年生ナシ樹10株を選抜し，主横枝から伸長
している新梢７本を無作為に選んで枝元から枝先までの長
さを2012年１月に測定した．
結果および考察
環境健康フィールド科学センター内ナシ園の白紋羽病菌感
染状況
　供試した90株の中で，本病に感染していると判定された株
は26株（28.9％）であった（図１）．また，西側のナシ園の
欠株（無印）部分は白紋羽病によって枯死した推察され，三
角印で示した切り株は本病の発生状況が甚大になり，ナシ生
産が期待できないために伐採されたものである（大川，私信）．
枝挿入法による白紋羽病菌の検出率はナシ株周辺に12本ずつ
の挿入枝を用いた場合でも80％程度であること（Eguchi et al. 
2009），本研究では挿入枝が12本よりも少ない４本ずつであ
ることから，実際の感染ナシ株は図１よりもさらに多く，白
紋羽病菌は両ナシ園全体に分布している可能性が高い．この
ままの状態を放置すれば，今後は東側のナシ園でも，西側の
ナシ園と同様に，枯死株や果実生産が期待できない株が漸次
発生することが予想される．なお，本菌は宿主植物が枯死す
ると活動が低下または休止することが知られており（兼松ほ
か 2012），本研究で多くのナシ切り株から本菌が検出されな
かった理由として，切り株中の白紋羽病菌の活動が既に低下
し，近接土壌中に挿入された枝まで菌糸を伸長させることが
困難だったことが考えられる．
　一方，白紋羽病の感染ありと判定されたナシ株は，感染な
しと判定されたナシ株よりも有意（P＜0.001）に新梢が短く，
明らかに生育が妨げられていた（図２）．これら２つのナシ
園では，近年，ナシ生産量の低下も顕著であり（大川，私信），
現状の病原菌の分布状況を考慮すると暫く感染拡大が続く
と予想される．既に蔓延状態にある白紋羽病を治療すること
は極めて困難であることから，同センター内ナシ園の今後の
利用法については抜本的な見直しが必要であると考えられる．
環境健康フィールド科学センター内ナシ園分離菌株の遺伝
的多型
　UP-PCRはゲノムDNAの塩基配列の違いから遺伝的多型を
得る手法の一つである．類似の手法にRamdom Ampliﬁed Poly-
morphic DNA（RAPD）があるが，UP-PCRでは15から21塩基
の比較的長いプライマーを用い，アニーリング温度を高く設
定しているためにバンドパターンの再現性がRAPDよりも高
くなる利点がある（Bulat et al. 2000; Ikeda et al. 2005）．本研究
に用いた14菌株の内，R. necatrixやR. compactaでは種内に共通
するバンドが認められるなど，バンドパターンの類似性が高
かった．例として，AS4プライマーを用いたUP-PCRによる
表２　本研究に用いたUP-PCRプライマーの塩基配列
プライマー名 塩基配列（5́－3́） 出　　典
AS4 TGTGGGCGCTCGACAG Bulat et al.（2000）
AS15inv CATTGCTGGCGAAATCGG Bulat et al.（2000）
CA８G CACACACACACACACAG Ikeda et al.（2005）
GTG5 GTGGTGGTGGTGGTG Ikeda et al.（2005）
GCC5 GCCGCCGCCGCCGCC Ikeda et al.（2005）
GACA4 GACAGACAGACAGACA Ikeda et al.（2005）
図１　ナシ白紋羽病菌検出株の分布地図
　　　 図中の○印は各ナシ株，△印は切り株，灰色の塗り
つぶしは，白紋羽病に感染していると判定された株
を示す．
図２　白紋羽病菌検出の有無によるナシ新梢長の相違
　　　 各10株のナシから７本ずつの新梢を無作為に選抜し
た．t-検定の結果，両区間に有意差が認められた（P
＜0.001）．
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遺伝的多型を図３に示す．供試した14菌株の中には，６種の
プライマーを用いたUP-PCRで得られたバンドパターンが完
全に一致する菌株は存在しなかった． 
　異なる地域から分離された同種の菌株間で，UP-PCRによ
り多型が認められることは珍しいことではない（Bulat et al. 
2000; Ikeda et al. 2005）．今回の結果から，センター内ナシ園
に生息する白紋羽病菌は，千葉県内を含む日本の他地域から
分離されたRosellinia属の13菌株とは異なる遺伝的性状を有す
ると推察された．すなわち，センター内ナシ園に生息する白
紋羽病菌は，供試した菌株を分離した地域から侵入したので
はなく，それら以外の地域から侵入した可能性が高いといえ
る．今後は，センター内ナシ園の白紋羽病菌について，近隣
圃場への拡散程度の調査やナシ以外の樹種への病原性を明
らかにしていく必要がある．
摘　　要
　千葉大学環境健康フィールド科学センター内のナシ園に
ついて，枝挿入法とRosellinia necatrixに特異的なPCRプライ
マーを組み合わせてナシ株への白紋羽病菌の感染状況を調
査した．その結果，少なくとも28.9％のナシ株が本菌に感染
しており，既に枯死したナシ株も考慮すると，同センターの
ナシ園には白紋羽病が広く蔓延していると考えられた．また，
病原菌が検出された株は検出されなかった株よりも有意に
新梢が短く，生育が妨げられていた．一方，同センターのナ
シ園から分離されたR. necatrixと他地域から分離されたR. ne-
catrixおよび近縁種であるR. aquilaとR. compactaついて，６種
のUP-PCRによる遺伝的多型を調査したところ，全ての菌株
で異なった多型が得られたことから，同センター内ナシ園に
生息する白紋羽病菌は千葉県内を含む他地域とは異なる遺
伝的性状を有すると推察された．
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